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Apresentação
Alexandre Costa Varella
Chefe-Geral
Há muito sabemos que pesquisa e desenvolvimento (P&D) são fundamentais 
para o avanço socioeconômico e a independência de uma nação. Além da 
obtenção de produtos e tecnologias através da pesquisa científica 
propriamente dita, a disseminação dos conhecimentos gerados possibilita 
que os resultados desta atividade cheguem mais rapidamente aos 
beneficiários do processo, ou seja, produtores, técnicos, estudantes e 
população no geral interessada nas novas tecnologias agropecuárias.
Em se tratando de uma empresa pública, como a Embrapa, a transferência 
das tecnologias geradas em P&D faz parte da própria essência desta 
instituição. Dessa forma, a Embrapa Pecuária Sul utiliza as publicações da 
Série Embrapa como uma das ferramentas estratégicas formais de 
transferências das tecnologias, direcionadas às cadeias produtivas da carne 
bovina e ovina, do leite e da lã para a região sul do Brasil.
A presente publicação é mais um exemplo deste esforço institucional. Nesta 
obra é abordado o problema do Leite Instável Não Ácido (LINA) em amostras 
de leite produzidas nas propriedades do sul do Brasil e que caracteriza-se 
pela perda da estabilidade da proteína do leite, sem apresentar acidez 
elevada, mesmo estando a mesma situada dentro dos limites aceitos pela 
indústria. Neste documento são relatados resultados da ocorrência do LINA 
em um experimento com vacas holandesas alimentadas em pastagem de 
inverno e submetidas a três níveis de concentrado em sua alimentação.
Assim, mais do que cumprir com nossa missão institucional, a Embrapa está 
trabalhando para a efetiva disponibilização de tecnologias e recomendações 
que possam contribuir para uma pecuária mais sustentável e diferenciada 
nos campos sul-brasileiros. Esperamos que esta obra seja bem apreciada 
pelos leitores e que possa colaborar com a evolução da ciência e da 
tecnologia aplicada na agropecuária do sul do Brasil.
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Introdução
A prova do álcool é recomendada pelo Ministério da Agricultura, 
Pecuária e Abastecimento como um método a ser utilizado na coleta do 
leite na propriedade, visando estimar a estabilidade das proteínas do leite 
durante o processamento térmico e/ou para verificar se o leite encontra-
se ácido. O leite cuja amostra reage positivamente pode ser descartado 
por não ser considerado apto aos processos de beneficiamento. Existe 
uma concentração mínima do álcool que deve ser usada para a 
classificação do leite (72% v/v), porém não há limite para a 
concentração máxima de etanol que pode ser utilizada pela indústria 
(BRASIL, 2002). Nesta prova, o álcool atua como um desidratante e 
simula as condições de aquecimento.
A amostra de leite é cuidadosamente misturada a uma solução alcoólica 
contendo um indicador de pH (alizarina) e observa-se a ocorrência de 
formação de um precipitado, ou coagulação. Essa precipitação ocorre na 
amostra de leite ácido pela redução do pH, ocasionado pela fermentação 
da lactose até a produção de ácido lático, o que resulta na instabilidade 
da proteína. Dentre os fatores que podem desencadear essa fermentação 
da lactose pode se destacar a falta de higiene e/ou deficiente 
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refrigeração do leite. Este aumento na acidez do leite, provocada pelo 
crescimento de bactérias e pela produção de ácido láctico, causará um 
resultado positivo no teste, embora o pH preciso em que isto ocorra não 
seja o mesmo para toda amostra de leite. Já na indústria, é realizado o 
teste de Dornic (D), que titula a acidez do leite, em que amostras com 
acidez acima de 18°D são consideradas ácidas.
Porém, autores como 
Embora o complexo que determina o aparecimento do LINA ainda careça 
de informações, fatores relacionados com sua incidência têm sido as 
alterações bruscas na dieta (BARROS, 2001), deficiência de energia 
(PONCE; HERNÁNDEZ, 2001) e subnutrição, além de dietas ricas em 
cálcio, deficiência ou desequilíbrio mineral (BARROS, 2001), e fatores 
genéticos (ROBITAILLE et al., 2001).
experimento objetivou avaliar a influência de três níveis de 
concentrado na incidência do LINA com diferentes concentrações 
Yoshida (1980) no Japão, Pecorari et al. (1984) na 
Itália, Sobhani et al. (2002) no Irã, Ponce Ceballo (2001) em Cuba, 
Barros et al. (1999) no Uruguay e Conceição et al. (2001); Donatele et 
al. (2001); Zanella et al. (2009) e Suñé (2010) no Brasil, relatam o 
aparecimento de reação positiva na prova do álcool não sendo originário 
da fermentação da lactose por parte dos microrganismos, ou seja, 
amostras de leite que reagem positivamente ao teste do álcool sem 
apresentar acidez titulável acima de 18° D, caracterizando a síndrome 
do Leite Instável Não Ácido (LINA).
O LINA caracteriza-se pela perda da estabilidade da proteína do leite sem 
apresentar acidez elevada, estando a mesma situada dentro dos limites 
aceitos pela indústria (14ºD - 18°D). A amostra de leite caracterizada 
como LINA, embora ainda não apresente acidez elevada tem a 
estabilidade da proteína alterada, cuja consequência nos diferentes 
processamentos dentro da indústria não se encontram totalmente 
esclarecidos.
Objetivo e Metodologia
O 
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alcoólicas no teste do álcool em vacas da raça holandesa do terço inicial 
até o final do terço médio de lactação.
O presente trabalho foi desenvolvido na Embrapa Pecuária Sul, durante o 
período de outono-inverno. Foram utilizadas 37 vacas da raça 
Holandesa, paridas no outono e acompanhadas até o início da primavera, 
do início até o final do terço médio da lactação, de maio a dezembro. As 
vacas foram alocadas em três grupos, segundo o nível do concentrado 
utilizado (0,4kg e 8kg diários), sendo todas as vacas mantidas em 
pastagens de aveia e azevém na oferta diária de 6kg de matéria seca 
(MS)/dia por 100kg de peso vivo. A suplementação dos animais foi 
realizada com concentrado comercial com 18% de proteína bruta (PB), 
70% de nutrientes digestíveis totais (NDT) formulado para vacas em 
lactação.
O leite individual de cada animal foi coletado semanalmente na ordenha 
da manhã e refrigerado até à tarde para a realização das análises. De 
cada amostra devidamente refrigerada foi retirada uma alíquota para 
realização do teste do álcool com concentrações alcoólicas crescentes 
de 68%, 70%, 72%, 74%, 76% e 78%, e outra alíquota para realizar 
titulação no acidímetro de Dornic.
Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias 
comparadas pelo teste de F e Dunnett, ao nível de 5% de significância, 
utilizando-se o SPSS 11.0.
Resultados
Do total de 6.391 amostras de leite analisadas, 5.617 não foram 
classificadas como LINA (87,9%), mas em 774 amostras houve 
ocorrência de LINA, representando 12,1% das amostras.
Na tabela 1 encontram-se os dados referentes à ocorrência de LINA de 
acordo com o nível de suplementação, incluindo todas as concentrações 
de álcool utilizadas. Houve diferença significativa (P<0,01) entre os 
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níveis de concentrado e os resultados obtidos para a incidência de LINA. 
Os animais mantidos somente a pasto apresentaram os maiores valores 
(P<0,01) de LINA em relação aos suplementados.
Tabela 1. Ocorrência de Leite Instável Não Ácido para os diferentes níveis de 
suplementação.
LINA
Verdadeiro
Total
8 kg
%
4,5%
100,0%
N
56
1.253
4 kg
%
9,4%
100,0%
N
227
2.408
0 kg
%
18,0%
100,0%
N
491
2.730
Na figura 1 constam os valores de incidência de LINA de acordo com a 
concentração do álcool utilizado. Os 
 a concentração de 
álcool. Além disso, conforme aumentou a concentração do álcool 
utilizado, maior foi a incidência de LINA para os três níveis de 
concentrado evidenciado pela correlação significativa (P<0,01) de 
0,956. Os níveis 0kg (P<0,01), 4kg (P<0,01) e 8kg (P<0,01) de 
concentrado diferiram entre si em relação ao percentual de amostras de 
LINA. Houve correlação (P<0,01) de -0,163 entre os níveis de 
concentrado e a ocorrência de LINA, e de -0,151 entre os níveis de 
concentrado e o resultado de LINA de acordo com as diferentes 
concentrações de álcool.
níveis de concentrado afetaram 
(P<0,01) os resultados de LINA de acordo com
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Figura 1. Distribuição das amostras LINA positivas de acordo com a 
concentração do álcool utilizado e nível de concentrado.
0 kg %
4 kg %
8 kg %
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Na Figura 2 pode-se constatar que a  incidência de LINA para o nível de 
álcool 72% foi inferior no leite produzido pelos animais suplementados 
com 8 kg de concentrado, durante todas as semanas, exceto nos 
períodos (semanas) 8 e 9. Além disso, nesse mesmo gráfico pode ser 
observado que a incidência de amostras positivas ao LINA se 
concentram com o avançar da lactação para ambos os grupos de 0kg e 
4kg de concentrado. Esses resultados somam-se aos de Barros et al. 
(1999), que 
a relação existente entre a perda da estabilidade da fração 
protéica do leite e o teor de cálcio iônico do mesmo, que segundo 
Barbosa et al. (2006), aumenta com o passar da lactação até alcançar os 
10 meses, apresentando a partir daí uma diminuição.
afirma existir uma evidente relação entre o período de 
lactação e positividade ao LINA, com os períodos de maior ocorrência no 
início e no final de lactação. No presente estudo não foi observada maior 
ocorrência no início da lactação e sim no final da lactação. Um dos 
motivos seria 
Na figura 3 pode-se observar que a incidência de LINA para o nível de 
álcool 74% mantém o observado na incidência com álcool 72%, sendo 
que a incidência de amostras positivas foi inferior no nível 8kg e ocorre 
concentração de amostras positivas nas últimas semanas para os níveis 
0kg e 4kg.
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Figura 2. Incidência de LINA no álcool 72% de acordo com o nível de 
suplementação ao longo das semanas de lactação.
0 kg %
4 kg %
8 kg %
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Na figura 4 encontram-se a incidência de LINA durante as 34 semanas 
de experimento, com o nível de 76% de álcool. Pode-se observar que as 
amostras positivas ainda se concentram nos níveis de 0kg e 4kg e 
aparecem com maior intensidade nas últimas semanas, o mesmo 
ocorrendo na concentração de álcool de 78%, conforme Figura 5.
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Figura 4. Incidência de LINA no álcool 76% de acordo com o nível de 
suplementação ao longo das semanas de lactação.
0 kg %
4 kg %
8 kg %
Figura 3. Incidência de LINA no álcool 74% de acordo com o nível de 
suplementação ao longo das semanas de lactação.
0 kg %
4 kg %
8 kg %
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Com o avançar da lactação houve aumento da incidência de LINA,              
(r =0,281) (P<0,01). Diversos autores identificaram a ocorrência de 
variações sazonais na frequência do leite instável. Entretanto, os 
períodos de maior ocorrência podem variar de acordo com a região em 
estudo (ZANELLA et al., 2009), podendo estar associado à época da 
lactação e também à queda da qualidade das pastagens utilizadas  com 
aumento da fibra observada nesta época.
Ao se elevar a concentração de álcool utilizado, verificou-se um aumento 
na incidência de casos de Leite Instável Não Ácido, chamando a atenção 
para a necessidade de uma discussão maior sobre o nível de álcool 
utilizado na prova, levando em consideração a presença ou não de acidez 
elevada na amostra assim como a estabilidade da proteína e sua 
influência no posterior processamento do leite.
Conclusões
A incidência de LINA foi crescente conforme o avanço da lactação e 
também em resposta ao incremento da concentração do álcool utilizado 
para o teste, sendo que o aumento no nível de suplementação reduziu a 
incidência de Leite Instável Não Ácido do leite de vacas da raça 
holandesa em pastagens de aveia e azevém.
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Figura 5. Incidência de LINA no álcool 78% de acordo com o nível de 
suplementação ao longo das semanas de lactação.
0 kg %
4 kg %
8 kg %
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